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Abstract
Three-dimensional(3D) structure of specific DNA can be changed between two conformations under an external     
environmental transition such as pH and salt concentration variations. We have experimentally observed the conformational     
transitions of i-motif DNA using AFM cantilever bioassay. It is shown that pH change of a solvent induces the bending     
defleciton change of a cantilever functionalized by i-motif DNA. This indicates that cantilever bioassay enables the label-     
free detection of DNA structural changes upon pH change. It is implied that cantilever bioassay can be a de novo route     
to quantitatively understand the conformational transitions of biological molecules under environmental changes.
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1. 서  론
DNA, RNA, peptide 등과 같은 생체분자들의 거동      
을 관측 및 분석하고 이해하는 것은 의학, 물리학, 생        
물학적인 측면에서 매우 중요하다. DNA 염기서열     
(sequence)의 손실 또는 변형은 peptide sequence에 구      
조적 영향을 끼치게 되며, 이후 질병의 근원이 되는       
protein으로 발현될 가능성이 매우 높아진다. 따라서 생      
체물질의 분자레벨에서의 작은 구조변화 혹은 반응     
kinetics를 관측하고 분석하는 것은 질병 발현 mechanism      
을 이해하고 진단 및 치료기법을 개발함에 있어서 매       
우 중요하다. DNA는 생체내의 많은 생 · 물리학적 현          
상들의 발현에 기본적인 정보들을 제공하기 때문에 많      
은 연구자들은 그 자체의 특성을 연구하여 왔다. 특히     
DNA sequence마다 독특한 3차원적 구조를 형성하기     
때문에 이런 특성을 바탕으로 많은 연구자들은 DNA     
를 다목적으로 응용하고자 하는 연구를 진행하고 있는     
상황이다. 특히 DNA의 3차원적 구조를 응용한 나노과     
학 분야
[1]
는 DNA sequence의 조작이 가능해짐에 기초     
하여 Seeman그룹
[2-6]
이 1980년대부터 DNA 나노구조    
조립을 시작하면서 현재에는 2차원 구조
[7-12]
는 물론     
복잡한 3차원 구조
[13-16]
에 대한 연구도 활발히 진행되     
어지고 있다.
DNA의 3차원적 구조는 용액의 염농도나 pH등과 같     
은 외부의 환경적 조건 변화에 따라 민감하게 반응하     
여 자신의 구조를 변화시킨다. 특히 acetylcytosine의     
결정(marsh et al., 1962)에서 C-C
+
 base pair 구조     
(hemiprotoned 구조)가 발견된 이후
[17]
, cytosine이 다량     
함유된 DNA sequence는 외부 환경 변화에 따라 DNA     
의 구조가 두가지 안정된 3차적 구조(random coil 형태     
/i-motif 형태)로 존재할 수 있음을 알 수 있게 되었다.     
이와 같은 DNA의 특성에 따라 많은 연구자들은 DNA     
를 응용한 나노 화학 센서 혹은 나노 스위치를 개발하     
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47려는 많은 시도를 진행하고 있다
[18-24]
.
최근 들어 나노과학의 눈부신 발전에 따라, Micro-      
machining 기술을 활용하여 개발된 MEMS/NEMS 소     
자들은 단순히 질병의 원인이 되는 물질에 대한 항원-       
항체 반응성 또는 인슐린의 반응성을 분석하는 것뿐만      
아니라, DNA나 peptide와 같은 생체물질의 구조변이     
또는 효소반응을 실시간으로 정밀하게 관측하는 것이     
가능하다
[22,24,26]
. 예를 들어, 2005년 Cambridge 대학에     
서는 DNA에 형상변화에 기인한 캔틸레버(bending)현    
상을 관측하였고
[22]
, 2009년 도쿄 대학에서는 MEMS     
공정을 통해 제작된 캔틸레버를 이용하여 수 나노 그       
램(ng)의 인슐린을 실시간으로 검지하는 등
[24]
 생체분     
자들 거동 이해 및 규명과 이를 통한 치료의학에 선두        
역할을 하는 신약개발에서의 핵심기술들을 제공하는    
개가를 이루어 내고 있다.
특히, 원자력 현미경(atomic force microscopy, AFM)은     
현재 bio/nano-technology 분야로 손쉽게 다가갈 수 있는      
상용화된 장비로써 매우 다양한 응용이 가능하다
[27]
. 원      
자현미경(AFM)은 원자수준의 해상도를 갖으며 검사대    
상을 정확히 이미징 할 수 있을 뿐만 아니라, 전도도,        
자기모우멘트, 유전쌍극자, 탄성계수와 같은 다양한 물     
리화학적 물성치를 나노수준에서 측정할 수 있는 장비      
이다. 최근 들어 원자력 현미경을 이용해서 생체분자들     
의 거동을 관측 및 분석하고 이해하는 분야 중에서 단     
순히 AFM을 이용해서 시편의 표면만을 관찰하는 것     
이 아닌 캔틸레버의 표면을 화학적으로 처리하여 생체     
분자들의 생 · 물리학적 거동을 관찰하는 학문 분야는     
매우 각광받고 있다. Fig. 1은 용액의 이온변화에 따른     
DNA 형상구조변이의 캔틸레버 굽힘 측정 개념도이다.     
액상의 환경이 변화함에 따라 DNA immobilized AFM     
캔틸레버에 굽힘(bending) 현상이 일어나는 것을 설명     
하고 있다. 우측의 그림처럼 low protoned 상태에서     
DNA는 hemiprotined 구조가 발생하게 되고, 좌측의     
그림처럼 high protoned 상태에서 DNA는 random coil     
의 형태를 띄게 된다. 외부 용액이 일가의 양이온     
(monovalent cation)을 일정 량 이상 포함하는 경우 형     
상변이 DNA는 자신의 3차원적 구조를 변형시키고,     
DNA의 3차원 형상변화에 따라서 캔틸레버는 표면에     
공간 집적도 문제를 겪게 되며 이로 인해서 캔틸레버     
의 굽힘 신호가 발생하게 된다.
본 연구에서는 AFM 캔틸레버 표면에 형상변이     
DNA를 Immobilization시키고, 액상 환경의 양이온 변     
화 따른 DNA의 구조변이를 AFM 캔틸레버의 굽힘 현     
상을 통해서 관측하고자 한다. 
2. 실험 방법
2.1. AFM 캔틸레버 표면의 DNA 단일막 형성
본 연구에는 Integrated DNA Technologies사의    
HSC
6
H
12
 5'-(CCCTAA)d CCC-3'의 염기서열을 가진    
DNA를 사용하였다. 사용된 DNA는 5' 말단에 Thiol     
(-SH) 기가 붙어 있어서 Gold 표면에 자가 조립막(self-     
assembled monolayer)을 형성할 수 있도록 제작되었다.     
사용된 AFM 캔틸레버는 silicon 재질로써 평균 길이가     
210 µm, 평균 넓이가 30 µm, 평균 두께가 2.7 µm이며     
평균 공진 주파수는 80 kHz인 캔틸레버(AIO-TL,     
BudgetSensors )를 사용하였다.
AFM 캔틸레버에 DNA 단일층을 형성하기 위하여    
AFM 캔틸레버의 한쪽면에 Thermal Evaporator를 이    
용하여 금 박막을 증착 하였으며, 증착된 금 박막의 두    
께는 25 nm였다. DNA를 Tris EDTA Buffer에 희석 하    
여 1 µM 농도로 맞춘 용액에 금이 증착된 AFM 캔틸    
레버를 상온에서 5시간 이상 보관하여 DNA가 캔틸레    
버 표면에 Immobilization 되도록 하였다.
2.2. AFM 캔틸레버 Bending 실험
DNA에 의한 캔틸레버굽힘 측정은 Nanoscope V    
Fig. 1. (a) Schematic illustration of DNA conformational 
transitions on a cantilever surface, which leads to 
the deflection change. (b) Chemical structure of 
cytosine-rich i-motif DNA.− 215 − J. Kor. Sensors Soc., Vol. 19, No. 3, 2010
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48controller(veeco, santa barbara)를 이용하여 수행하였다.    
DNA형상 변이에 대한 실시간 측정을 위하여 AFM      
Fluid Cell(MTFML, veeco, santa barbara)를 이용하였     
다. DNA가 Immobilization되어 있는 AFM 캔틸레버를     
장착한 후 용액을 넣어주어 액상 환경에서 AFM 캔틸       
레버가 놓일 수 있게 장치한다. 그리고 AFM은 측정의       
특성상 캔틸레버의 끝쪽을 국부적으로 laser로 조사하     
여 반사되는 각도를 이용하기 때문에 캔틸레버 한쪽      
끝의 국부적인 laser 자극은 온도변화에 의한 드리프트      
(thermal drift) 현상을 야기할 수 있다
[25]
. 그러므로 본       
연구에서는 한시간 이상의 안정화 시간을 준 후 외부       
환경의 변화가 없을 때 캔틸레버 굽힘 변화가 생기지       
않는 상태에서 외부 용액 환경을 변화시켜 주었다. 용       
액의 변화는 AFM fluid cell의 inlet을 통해서 밀어 넣        
어 주었으며 용액의 유 · 출입은 초당 10 µL의 속도로           
일정하게 유지시켜 주었다. 또한, 용액의 유 · 출입시 용          
액의 흐름에 의해서 캔틸레버 굽힘 신호가 변할 수 있        
으므로 용액의 유 · 출입시에는 AFM control program         
상에서 캔틸레버 굽힘 신호를 정지해 둠으로써 신호의      
왜곡을 미연에 방지하였다.
3. 결과 및 고찰
3.1. 이온성 분자가 소수 존재하는 용액으로 pH 환       
경변화를 조성하였을 때 DNA 형상변이 실험
일반적으로 DNA의 형상변이는 외부 환경의 염이나     
pH 변화에 의해서 일어난다고 알려져 있다. 특히 이번       
연구에서 사용한 DNA의 산해리상수(acid dissociation    
constant : pKa)는 6.5로 알려져 있다
[22]
. I-motif DNA가       
pH 6.5보다 낮은 pH 용액 내에 존재할 때 이웃하지 않         
은 두 Cytosine들 사이에 수소 이온이 가교역할을 하여       
hemiprotoned 구조를 발생시켜 i-motif DNA는 굽어진     
구조를 가지게 되며, pH 6.5보다 높은 pH 용액 내에        
존재할 때 가교 역할을 할 수소 이온이 부족해 짐에 의         
해서 펴진 구조를 갖게 된다는 것은 널리 알려진 사실        
이다
[22]
. 따라서 본 연구에서는 deionized water에 1M      
의 HCl과 NaOH 미량을 희석하여 용액을 준비한 후       
pH가 다른 두가지 용액이 번갈아가면서 주입되었을 때      
pH 변화에 따라 i-motif DNA의 형상변이가 발생하며      
이로 인해서 DNA 고정화 캔틸레버의 굽힘에 어떠한      
현상이 일어나는지 관찰하였다. 
Fig. 2는 이온성 분자가 소수 존재하는 용액으로      
pH 환경 변화를 조성하였을 때 DNA 형상변이 실험       
결과이다. DNA 단일층이 형성되어 있는 캔틸레버는     
pH 3.9 상태에서 용액 주입 이후 pH 10.8 상태로 외         
부 환경 변화를 이루었지만, 실제 캔틸레버 굽힘 신호     
의 변화는 매우 미약하다. DNA 단일막 AFM 캔틸레     
버가 pH 3.9 용액에 노출되어 있던 상태에서 pH 10.8     
용액이 주입된 초기 시점에(화살표 injection 부분) 미     
약한 굽힘 신호의 변화를 보이는데 이는 용액의 유출     
흐름에 따라 생기는 캔틸레버 굽힘 신호로 보인다.     
DNA 단일막 AFM 캔틸레버의 외부 환경 변화은 pH     
3.9 의 상태에서 pH 10.8 용액을 주입한 후 시간이 지     
나더라도 다시 외부에서 pH 3.9 용액을 주입해주지     
않는 이상 외부 용액의 환경 변화는 존재하지 않는다.     
그런데 DNA 단일막 캔틸레버의 굽힘 신호를 관찰해     
보면 pH 10.8 용액을 주입 후 시간이 지남에 따라 캔     
틸레버 굽힘신호는 pH 3.9 용액이 있던 상태로 되돌     
아가는 것을 볼 수 있으므로 이는 외부 용액의 pH 변     
화에 의해서 i-motif DNA의 3차원적 구조가 변화해     
서 캔틸레버 굽힘신호가 발생한 것이 아니라고 할 수     
있다.
이번 실험에서 제작된 pH 3.9 용액과 pH 10.8 용액     
같은 경우는 deionized water에 HCl 혹은 NaCl을 섞어     
서 용액을 만들 경우, 과량의 deionized water에 미량     
의 HCl 혹은 NaCl을 넣게 되므로 준비된 용액에 존재     
하는 이온성 분자는 거의 존재하지 않는다.
이온성 분자가 거의 존재하지 않음으로 인해서 구조     
형상변이 DNA는 hemiprotoned 구조를 가지지 못하게     
되므로 양이온 조건을 고려하지 않은 상태에서 제작된     
pH 변화 용액으로는 DNA의 3차원 형상변이를 일으킬     
수 없었으며, 그러므로 AFM 캔틸레버의 굽힘 신호에     
도 변화를 줄 수 없었다.
Fig. 2. Cantilever bending deflection change induced by i- 
motif DNA conformational change due to pH 
change between pH 3.9 and pH 10.8 in low ionic 
concentration. 센서학회지 제19권 제3호, 2010 − 216 −
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493.2. 이온성 분자가 다수 존재하는 용액으로 pH 환       
경변화를 조성하였을 때 DNA 형상변이 실험
Fig. 3은 다수의 이온성 분자가 존재하는 pH 용액을       
선정하여 외부 환경의 변화를 유발한 후 외부 환경적       
요인에 따른 DNA의 3차원 형상변이를 AFM 굽힙실      
험을 통하여 관측해 보았다. 다수의 이온성 분자가 존       
재하는 용액을 선정하기 위해서 용액을 직접 제작하기      
보다는 과량의 이온을 포함하여 일정 pH를 맞춘 상용       
화 된 완충 용액을 선정하여 사용하였다. 이온성 분자       
가 다수 존재하는 용액을 위한 실험을 위해서 완충용       
액은 모두 삼전순약공업(주)에서 구매하여 사용하였다.    
pH 4 용액은 pH meter 전극의 영점을 보정할 때 표준         
용액으로 사용되는 Potassium hydrogen phthalate    
buffer(KHP buffer)를 선정하여 사용하였으며, pH 8 용      
액은 DNA에 가장 안정하다고 알려진 Tris EDTA      
buffer(TE buffer) 용액을 선정하였다.
DNA가 고정화 되어 있는 캔틸레버에 TE buffer와      
KHP buffer를 번갈아가면서 주입했을 때 캔틸레버 굽      
힘 신호는 40 nm 이상으로 굽혀지는 경향을 보였다.       
Fig. 3의 결과는 Fig. 2의 결과와 비교하였을 때 pH의        
변화에 따라서 캔틸레버 굽힘 신호량이 급격히 증가하      
는 양상을 보였다. Fig. 2와 Fig. 3의 실험조건을 비교        
하였을 때 Fig. 3에서 pH 변화폭이 Fig. 2의 pH 변화         
폭 보다 작다. 일반적으로 알려진 DNA 형상변이 조건       
이 단지 pH뿐이라면, pH 변화폭이 더 큰 Fig. 2의 실         
험 조건에서 캔틸레버 굽힘신호가 pH 변화폭이 더 작       
은 Fig. 3의 캔틸레버 굽힘신호보다 더 크게 나와야 한        
다. Fig. 2와 Fig. 3의 결과를 종합해보면 이번 실험에        
서 사용한 형상변이 DNA의 3차원 형상변화는 DNA     
가 존재하는 용액내 pH 변화와 동시에 다수의 이온성     
분자가 존재해야 함을 알 수 있었다. 
3.3. 용액내 다수의 이온성 분자가 존재하고 pH는 변     
화시키지 않은 상태에서의 캔틸레버 bending 실험
Fig. 4는 pH는 일정하되 다수의 이온성 분자가 존재     
하는 pH 용액을 선정하여 외부 환경의 변화를 유발한     
후 외부 환경적 요인에 따른 DNA의 3차원 형상변이     
관찰한 결과이다. 
Fig. 4의 실험 조건에 의하면 pH의 변화가 없으므로     
DNA는 형상변이를 일으키지 않아야 하는 것이 일반     
적인 사실
[22]
이지만 실험결과 pH의 변화 없이도 DNA     
의 형상변이가 일어나는 결과를 볼 수 있었다. 이는     
KHP buffer 용액내에 존재하는 과량의 potassium 이온     
(K
+
) 때문이라고 할 수 있다. TE buffer 내에 존재하는     
2가의 양이온과는 다르게 KHP buffer에 존재하는 1가     
의 양이온(K
+ 
이온)이 형상변이 DNA가 굽어져서 3차     
원의 형상을 이룰 때 굽어진 형상을 유지할 수 있는 힘     
에 연관되어 있다는 사실을 알 수 있었다.
4. 결  론
본 연구를 통해서 액상 환경 변화에 따른 DNA의 3     
차원 구조변화를 AFM 캔틸레버 바이오에세이를 통해     
서 관찰할 수 있었다. 또한 형상변이 DNA의 3차원 구     
조변화에 영향을 미치는 요인은 일가의 양이온(mono-     
valent cation)의 존재가 필수적임을 알 수 있었으며,     
Fig. 3. Cantilever bending deflection change driven by 
DNA conformational change due to pH changes in 
high ionic concentration.
Fig. 4. Cantilever bending deflection change induced by 
change in the concentration of cation in low ionic 
concentration.− 217 − J. Kor. Sensors Soc., Vol. 19, No. 3, 2010
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수준 이상 첨가된 용액이 유입되었을 때 캔틸레버 굽       
힘 신호가 아래로 급격히 휘게되며, 일가 양이온이 존       
재 하지 않는 경우 i-motif DNA가 펴짐으로써 AFM       
캔틸레버도 펴지는 결과를, 그리고 일가 양이온이 존재      
하는 경우 DNA가 굽어짐으로써 AFM 캔틸레버도 굽      
어지는 결과를 얻을 수 있었다. 이와 같은 결과를 통하        
여, DNA의 구조 변화에 영향을 줄 수 있는 용액의 화         
학적 환경을 검증하였고, 이는 생체 내에서의 DNA 거       
동 예측에 대한 단서를 제공할 것으로 사료된다.
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